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Úvod: Nové poznatky a bliţší pochopení patogeneze revmatických onemocnění přispěly k 
vývoji biologických léků zaměřených proti cytokinům a imunitním buňkám. Některé S100 
proteiny vykazují chování podobné cytokinům a kromě regulace mnoha buněčných funkcí 
jsou součástí zánětlivého procesu. Cílem naší práce bylo studovat význam vybraných S100 
proteinů ve vztahu k aktivitě a patogenezi zánětlivých revmatických onemocnění. 
Výsledky: Naše výsledky poprvé poukázaly na vztah S100A4 proteinu k aktivitě revmatoidní 
artritidy (RA) a na pokles jeho biologicky aktivní multimerní formy vlivem aplikace 
biologické léčby blokující tumor nekrotizující faktor-α (TNFα). Prokázali jsme, ţe S100A4 
funguje v podmínkách in vitro jako prozánětlivý mediátor, který indukuje produkci cytokinů 
TNF, interleukinu (IL)-1β a IL-6 mononukleárními buňkami prostřednictvím Toll-like 
receptoru 4 (TLR-4), transkripčního faktoru NFB a tyrosinových kináz erk1/2 a p38. 
S100A4 protein můţe navíc hrát roli v patogenezi zánětlivých myopatií, kde je přítomen ve 
zvýšeném mnoţství v zánětlivém infiltrátu postiţeného svalu, v regenerujících svalových 
vláknech a nepřímo se tak můţe podílet na poškození svalových vláken stimulací tvorby 
cytokinů mononukleárními buňkami. Dalším zjištěním byla normalizace zvýšených sérových 
hladin S100A12 a S100A8/9 proteinů u pacientů s časnou RA po zahájení konvenční 
antirevmatické léčby. Oba tyto proteiny pozitivně korelovaly s aktivitou RA, přičemţ pokles 
S100A8/9 můţe představovat potenciálně nadějný ukazatel redukce počtu oteklých kloubů 
vlivem úspěšné terapie RA. 
Závěr: Naše výsledky umoţnily podrobněji charakterizovat vybrané S100 proteiny ve vztahu 
k aktivitě a patogenezi revmatických chorob a zhodnotit moţné terapeutické vyuţití jejich 
inhibice u autoimunitních onemocnění. 




Introduction: Recent findings and better understanding to the pathogenesis of rheumatic 
diseases contributed to the development of biological therapies targeting cytokines and 
immune cells. Several S100 proteins exert cytokine-like effects and participate in the 
regulation of the inflammatory process. The aim of this work was to study the role of selected 
S100 proteins in the activity and in the pathogenesis of the rheumatic diseases. 
Results: Our data show for the first time an association of S100A4 proteinwith RA disease 
activity and decrease of the bioactive form, but not the total amount of S100A4, after 
aplication of tumour necrosis factor (TNF) blocking biologic therapy in patients with RA. We 
demonstrated that in vitro S100A4 acts as a potent pro-inflammatory mediator inducing 
production of TNF, interleukin (IL)-1β and IL-6 in PBMCs via Toll-like receptor 4 (TLR-4), 
transcription factor NFB and tyrosine kinases erk1/2 and p38. Moreover, S100A4 can play 
an important role in the pathogenesis of inflammatory myopathies. S100A4 is present in the 
inflammatory infiltrate of the affected muscles and in the regenerating muscles and may act as 
a cytokine-like factor indirectly promoting muscle fiber damage by stimulating mononuclear 
cells to increase the synthesis of pro-inflammatory cytokines. We also show normalization of 
elevated S100A8/9 and S100A12 in patients with recent-onset RA after the initiation of 
conventional treatment. Both proteins were positively associated with the RA disease activity 
and the decrease of S100A8/9 may be an indicator of the improvement in the total number of 
swollen joints after succesful therapy of RA. 
Conclusion: We provide further characterization of the role of S100 proteins in the activity 
and pathogenesis of rheumatic diseases and evaluation of the potential therapeutic implication 
in autoimmune diseases.  
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1.1 Revmatoidní artritida 
Revmatoidní artritida (RA) je systémové autoimunitní onemocnění charakterizované 
chronickým zánětem synoviální tkáně, tvorbou autoprotilátek a následnou kloubní destrukcí. 
V průmyslových zemích je revmatoidní artritidou postiţeno přibliţně 1% populace (Lawrence 
R.C. et al., 1998). K manifestaci onemocnění dochází většinou mezi 20. a 50. rokem ţivota a 
ţeny jsou postiţeny přibliţně třikrát častěji neţ muţi. Kromě typického postiţení kloubů 
mohou být zánětem zasaţeny i další orgány, zejména srdce nebo plíce, coţ můţe vést ke 
kardiovaskulárním komplikacím a zvýšené mortalitě takto postiţených pacientů (Alamanos 
Y. et al., 2008; Aviña-Zubieta J.A. et al., 2008). Neléčená RA významně sniţuje kvalitu 
ţivota a ve výsledku vede k výraznému funkčnímu postiţení. Přestoţe je RA zatím 
onemocněním nevyléčitelným, moderní léčebné strategie umoţňují u významné části 
nemocných dosáhnout nízké aktivity a klinické remise a zpomalit nebo i zastavit rozvoj 
kloubních destrukcí. Základním předpokladem úspěchu je včasná diagnóza a léčba. Časná 
intenzivní léčba RA spolu s pečlivým sledováním aktivity onemocnění v průběhu léčby jsou v 
současnosti povaţovány za akceptovaný terapeutický postup.  
 
Etiologie RA není dosud zcela objasněna. Současné poznatky ukazují, ţe na vzniku 
onemocnění se podílí kombinace genetických a environmentálních faktorů, které dohromady 
předurčují náchylnost k rozvoji onemocnění (Obr. 1.1.). U geneticky predisponovaných 
jedinců vystavených působení vyvolávacího činitele dochází k abnormální imunitní reakci 
vedoucí k chronickému zánětu. Opakovaně bylo prokázáno, ţe s rozvojem RA jsou 
asociovány specifické alely HLA-DR1 a HLA-DR4, konkrétně alely HLA-DRB1*0401, 
DRB1*0404, DRB1*0101 (Gregersen P.K. et al., 1987; Nepom G.T. et al., 1987). Pro tyto 
alely je charakteristická přítomnost sekvence několika aminokyselin ve třetí hypervariabilní 
oblasti HLA-DRbeta1 řetězce HLA označovaná jako tzv. sdílený epitop. Silnou asociaci se 
vznikem RA vykazuje také alela genu PTPN22 (kódující tyrozinovou fosfatázu), která je 
součástí signální kaskády T a B lymfocytů. Některé další známé rizikové alely se účastní 
regulace imunitní odpovědi prostřednictvím NFkB singalizace (TRAF1-C5, c-REL) nebo 
pomocí aktivace a diferenciace T lymfocytů (CTLA4, STAT4) (Begovich A.B. et al., 2004; 
Kurreeman F.A. et al., 2007; Plenge R.M. et al., 2007; Remmers E.F. et al., 2007). Nositelství 
sdíleného epitopu v molekulách HLA-DR či vnímavé alely genu PTPN22 predisponují 
nemocné k tvorbě autoprotilátek proti citrulinovaným proteinům (ACPA) a revmatoidním 
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faktorům a následně k rozvoji tzv. seropozitivní (ACPA a/nebo RF pozitivní) RA (Padyukov 
L. et al., 2004; Klareskog L. et al., 2006; Lee A.T. et al., 2005). Autoprotilátkově negativní 
RA - prognosticky příznivější forma onemocnění - má dosud méně popsaný genetický základ 
a to v jiných oblastech genomu neţ je tomu u ACPA pozitivní formy RA. S rizikem rozvoje 
vzniku ACPA negativní RA jsou spojovány např. HLA-DBR1*03, interferon regulační faktor 
5 (IRF5) nebo lektin vázající proteiny (Klareskog L. et al., 2008). 
 
 
Obr. 1.1. Etiopatogeneze revmatoidní artritidy 
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Jedním z nejvýznamnějších faktorů zevního prostředí, který u geneticky vnímavých jedinců 
můţe fungovat jako podnět pro aktivaci imunitního systému a rozvoje RA, je kouření tabáku 
(Padyukov L. et al., 2004; Klareskog L. et al., 2006). Kouření a další stresové faktory 
ovlivňující plicní tkáň (rozpouštědla, křemen) zvyšují riziko vzniku ACPA pozitivní RA u 
jedinců se sdíleným epitopem (Silman A.J. et al., 2001). Vlivem těchto stresových faktorů 
dochází k postranslační modifikaci enzymem PADI4 (peptidyl arginin deiminasa typu IV), 
coţ navozuje citrulinaci proteinů v plicích. Změna argininu v citrulin, který není tělu vlastní, 
tak můţe spustit ztrátu tolerance vůči těmto neoepitopům a vyvolat protilátkovou odpověď 
(Vincent  C. et al., 1999; De Rycke L. et al., 2004).  
 
Za moţné spouštěče autoimunitní reakce u RA jsou povaţována také některá infekční agens 
(lidský parvovirus B19, virus Epstein-Barrové, retroviry, virus hepatitidy B, Escherichia coli, 
Mycobacterium tuberculosis a Mycoplasma) a jejich produkty (např. proteiny tepelného šoku 
HSPs). Předpokládá se, ţe imunokomplexy vznikající v průběhu infekce indukují tvorbu 
autoprotilátek (Auger I. et al., 1997; Kamphuis S. et al., 2005). Nedávná studie také ukázala 
souvislost mezi rozvojem RA a parodontózou způsobenou bakterií Porphyromonas gingivalis, 
která produkuje enzym PAID4 regulující citrulinaci proteinů (Wegner N. et al., 2010). 
 
Klíčovým místem patogeneze RA je synoviální membrána. Za normálních okolností je 
tvořena tenkou výstelkou ze synoviálních fibroblastů a makrofágů leţících na relativně málo 
buněčném podkladě obsahujícím cévy, pojivovou tkáň a jen malé mnoţství imunitních buněk. 
Povrchová vrstva synovie, tzv. synoviální intima, se v klidovém stavu skládá ze dvou aţ tří 
vrstev buněk. S rozvojem RA v synoviální membráně významně narůstá počet synoviálních 
fibroblastů a synovie se stává hyperplastickou. Aktivované RA synoviální fibroblasty 
produkují řadu prozánětlivých signálních molekul, které mohou přímo ovlivňovat další buňky 
a dále se podílet na prohlubování zánětu. Kromě toho dochází k aktivaci řady imunitních 
buněk, které infiltrují synoviální tkáň a ta se mění v agresivní granulační tkáň, tzv. pannus. 
Tato tkáň můţe přerůstat kloubní povrch, infiltrovat ostatní kloubní struktury a navozovat 
jejich postupnou destrukci (Zvaifler N.J. et al., 1994). 
 
Předpokládá se, ţe v patogenezi RA má zásadní význam autoprotilátková odpověď vyvolaná 
interakcí vrozeného (antigen prezentující buňky) a adaptivního (CD4 + T lymfocyty a B 
lymfocyty) imunitního systému. Aktivovaná synovie je hojně infiltrována celou řadou 
imunokompetentních buněk, především makrofágy a lymfocyty. T lymfocyty, a to zejména 
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stimulované Th1 lymfocyty, jsou povaţovány za klíčové buňky odpovědné za rozvoj a 
udrţování zánětlivé reakce v RA synoviální tkáni. Recentní práce poukazují také na 
významnou roli tzv. Th17 lymfocytů, které jsou zdrojem celé řady prozánětlivých cytokinů 
(IL-17A, IL17F, IL-21, IL-22 a TNFα), (Chabaud M. et al., 1998; Miossec P. et al., 2009). 
Th17 se polarizují z Th0 buněk pod vlivem makrofágy a dendritickými buňkami 
produkovaného IL-23. Tento interleukin spolu s dalšími faktory (TGFβ, IL-1β, IL-6, IL-21) 
vytváří prostředí potlačující diferenciaci T regulačních buněk ve prospěch Th17. Tím dochází 
k narušení rovnováhy mezi Th17 a Treg buňkami, které jsou nezbytné pro kontrolu zánětu. 
Th17 lymfocyty jsou zdrojem zejména IL-17, který řídí diferenciaci neutrofilních leukocytů a 
podílí se na aktivaci monocytů, fibroblastů a chondrocytů (Genovese M.C. et al., 2010; 
Nadkarni S. et al., 2007). Mezi významné buňky podílející se na destrukci kloubu během RA 
se řadí také B lymfocyty. B lymfocyty diferencují v plasmatické buňky, které tvoří 
autoprotilátky, regulují aktivaci dendritických buněk, ovlivňují interakce T lymfocytů s 
makrofágy a s vlastními B lymfocyty a tvoří prozánětlivé cytokiny a chemokiny (např. TNFα, 
IL-6, IL-10 a LTβ). Nezanedbatelná je jejich role také jako antigen prezentujících buněk a 
buněk poskytujících důleţitý kostimulační signál nutný pro klonální expanzi a funkci CD4+ T 
lymfocytů (Takemura S. et al., 2001; McInnes I.B. et al., 2007). 
 
Makrofágy přítomné v synovii jsou jednak fagocytujícími a antigen prezentujícími buňkami, 
ale také významným zdrojem prozánětlivých cytokinů a chemokinů (např. IL-1, TNFα, IL-6, 
IL-12, IL-15, IL-18, IL-23 a GM-CSF) a metalloproteináz, které udrţují zánětlivé prostředí 
RA synoviální tkáně a přispívají k destrukci kloubu (McInnes I.B. et al., 2007). K regulaci 
zánětu, proliferace a apoptózy přispívají v menší míře také ţírné buňky přítomné v synovii 
(Nigrovic P.A. et al., 2007; Hueber A.J. et al., 2010). Svůj podíl mají také neutrofilní 
leukocyty, které se z větší časti vyskytují v synoviální tekutině a jsou odpovědné za produkci 
prostaglandinů a proteolytických enzymů (Cascão R. et al., 2010). 
 
Nejen imunitní buňky, ale také aktivované synoviální fibroblasty přispívají 
k patogenetickému procesu u RA. Aktivované fibroblasty vykazují oproti zdravým buňkám 
změněný fenotyp, ztrácejí schopnost tzv. kontaktní inhibice, rostou bez nutnosti ukotvení a 
produkují cytokiny, chemokiny, adhezní molekuly a metalloproteinázy (Bradfield P.F. et al., 
2003). Předpokládá se, ţe agresivní fenotyp fibroblastů je způsoben především změnami 
v regulaci apoptózy (Aupperle K.R. et al., 1998; Schett G. et al., 1998), např. mutacemi tumor 
supresorového genu p53, expresí proteinů tepelného šoku (Hsp70) a dále změnou funkce 
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endoplasmatického retikula, která vede k narušení přirozené rovnováhy mezi proliferací a 
apoptózou (Amano T. et al., 2003). Nezanedbatelný vliv na regulaci buněčného cyklu 
synoviálních fibroblastů má také epigenetická modifikace, a to zejména metylace a acetylace 
regulačních genů a pozměněná exprese mikroRNA (Stanczyk J. et al., 2008). 
 
Na molekulové úrovni jsou imunitní mechanismy v synovii zprostředkovány širokým 
spektrem cytokinů, jehoţ sloţení v průběhu onemocnění se mění. Současná data ukazují, ţe 
spektrum cytokinů přítomných v synoviální tekutině pacientů s časnou RA se významně 
odlišuje od pacientů s etablovanou RA a zásadním způsobem ovlivňuje prostředí kloubu, čímţ 
přispívá k rozvoji etablované RA (Raza K. et al., 2005). Zatímco pro časné stádium nemoci je 
charakteristická přítomnost interleukinů a růstových faktorů (IL-2, IL-4, IL-13, IL-17, IL-15 a 
FGFs, EGFs), u pacientů s etablovanou RA hlavní roli přebírají cytokiny jako je TNFα, který 
indukuje produkci dalších cytokinů, chemokinů, adhezních molekul, podporuje angiogenezi a 
potlačuje aktivitu T regulačních lymfocytů. Z interleukinů je nejvýznamnější IL-6, který se 
spolu s IL-1 podílí na aktivaci leukocytů,  IL-6 dále ovlivňuje produkci protilátek, ale také 
změny v lipidovém metabolismu. Rodina interleukinů 1 hraje roli při aktivaci buněk 
kloubního prostředí chondrocytů a osteoblastů, ale i endotelových buněk (McInnes I.B. et al., 
2007). Prozánětlivé cytokiny uvolňované v hyperplastické synovii indukují tvorbu 
metalloproteináz v synoviálních fibroblastech. Synovie ztrácí svoji protektivní funkci a 
proteolytické enzymy rozrušují kolagenovou síť chrupavky, agregan a nekolagenovou 
proteinovou matrix, coţ vede k destrukci kloubní chrupavky a subchondrální kosti. 
Protektivní funkce enzymových inhibitorů (např. TIMPs) se stává nedostatečnou a navíc pod 
vlivem cytokinů dochází k apoptóze chondrocytů (Sabeh F. et al., 2010). Důsledkem je 
postupná destrukce chrupavky a při přetrvávajícím zánětu i destrukce kosti způsobená vlivem 
M-CSF (faktor stimulující kolonie monocytů) a RANKL (ligand pro receptor aktivující 
NFB) na diferenciaci osteoklastů (Gravallese E.M. et al., 1998), (Obr. 1.2.). 
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Obr. 1.2. Základní mechanismy zánětu a destrukce kloubu u revmatoidní artritidy (upraveno 




1.2 Idiopatické zánětlivé myopatie 
Idiopatické zánětlivé myopatie (IZM) tvoří heterogenní skupinu poměrně vzácných 
onemocnění neznámé etiologie projevující se svalovou slabostí, která je následkem zánětu 
v příčně pruhované svalové tkáni. Polymyositida (PM) a dermatomyozitida (DM) představují 
dvě nejrozšířenější kategorie zánětlivých myopatiií. Významně niţší frekvence výskytu byla 
dokumentována u  myositidy s inkluzními tělísky (IBM), která je častější u pacientů starších 
50 let a bývá často zaměňována s PM (Dalakas M.C. et al., 2003; Dalakas M.C., 2004). 
Výskyt IZM v populaci je vzácný, odhaduje se na  20/100 000. Ţeny jsou postiţeny asi třikrát 
častěji neţ muţi. Pro IZM je typická symetrická proximální svalová slabost, která je obvykle 
nebolestivá. U pacientů s dermatomyositidou jsou navíc kromě svalového syndromu 
pozorovány charakteristické koţní změny ve tváři, na končetinách a trupu. Ve většině případů 
jsou s IZM asociována různá orgánová postiţení, častější je také přítomnost nádorových 
onemocnění (Zantos D. et al., 1994; Levine S.M., 2006). 
1.2.1 Polymyositida a dermatomyositida 
Etiopatogeneze PM a DM není dosud přesně známa. Podobně jako u jiných autoimunitních 
chorob se předpokládá, ţe u geneticky predisponovaných jedinců mohou některé vnější 
faktory fungovat jako spouštěcí mechanismy autoimunitní reakce (Cooper G.S. et al., 1999). 
Imunogenetická predispozice v populaci pacientů s PM a DM je charakterizována vyšší 
frekvencí výskytu určitých HLA. Jedná se především o HLA antigeny HLA-DRB1*0301 
HLA-DQAI*0501 a PTPN22 (Mastaglia F.L. and Phillips B.A., 2002; Koffman B.M. et al., 
1998; Price P. et al., 2004). Spouštěcím faktorem mohou být některá infekčních agens, léky a 
toxiny. Je diskutována nepřímá asociace myositidy a některých virů (viry Coxackie B, 
influenzy, paramyxovirus, cytomegalovirus a Epstein-Barr virus) a retrovirů (HIV, HTLV-1) 
(Leff L.R. et al., 1992; Illa I. et al., 1991; Cupler E.J., 1996; Crum-Cianflone N.F., 2008). 
Nově byla také popsána souvislost mezi kouřením a zvýšeným rizikem produkce protilátky 
anti-Jo-1 u pacientů s HLADRB1*03 (Chinoy et al., 2012). Dále existuje řada bakteriálních a 
parazitárních onemocnění, která mohou vyústit v tzv. infekční myositidu (Crum-Cianflone 
N.F., 2008). V neposlední řadě uţívání některých léků (např. antimalarika, kolchicin, 
omeprazol, glukokortikoidy, interferon alfa nebo D-penicilamin) a expozice toxickým látkám 
mohou vyvolat onemocnění prakticky nerozeznatelné od idiopatické DM nebo PM (Walsh 
R.J. et al., 2005). 
 14 
Významná část pacientů s IZM má v séru přítomny různé autoprotilátky zaměřené proti 
molekulám podílejících se na regulaci transkripce, translace anebo opravy DNA. Jejich 
přítomnost lze prokázat u přibliţně 56-80 % pacientů s IZM (Brouwer R. et al., 2004; Koenig 
M. et al., 2007). Autoprotilátky nespecifické pro IZM, tzv. s myositidou asociované, se 
vyskytují i u dalších revmatických chorob bez systémových známek myositidy a řadí se sem 
anti-Ro52, anti-Ro60, anti-Ku, anti-U1 RNP, anti-PM-Scl a další (Brouwer R. et al., 2004; 
Koenig M. et al., 2007). Asi u 40% pacientů byly zjištěny autoprotilátky specifické pro IZM, 
k nimţ se váţe výskyt určitého klinického obrazu, nejčastěji charakteristický začátek 
onemocnění nebo typická odpověď na podávanou léčbu. Mezi nejčastější patří protilátky proti 
aminoacyl-tRNA-syntetázám, např. anti-Jo-1 (Brouwer R. et al., 2004; Koenig M. et al., 
2007; Seiberlich S. et al., 2005). 
PM a DM představují dvě patogeneticky odlišná autoimunitní onemocnění. Zatímco PM je T 
lymfocyty zprostředkované onemocnění zaměřené proti svalovým vláknům, 
charakteristickým znakem DM je postiţení cév zapříčiněné humorálními mechanismy 
namířenými proti komponentám endotelií, endomyziálních kapilár a malých cév.  
Polymyositida je onemocnění zprostředkované buněčnou imunitou. Primárně jsou postiţena 
svalová vlákna, která u pacientů s PM na svém povrchu exprimují MHC I receptory a 
kostimulační molekuly, a tudíţ fungují jako antigen prezentující buňky. Hlavní roli v 
patogenezi tohoto onemocnění hrají cytotoxické, pravděpodobně klonálně expandované, 
CD8+ T lymfocyty a makrofágy, které obklopují „non-nekrotická“ svalová vlákna. 
Sensibilizované CD8+ T lymfocyty se následně prostřednictvím TCR receptoru váţou na 
MHCI svalový antigen a infiltrují „non-nekrotická" svalová vlákna. Nezanedbatelnou roli v 
procesu invaze svalových vláken hrají také kostimulační molekuly (BB1 a ICOSL) a jejich 
ligandy (CD28, CTLA-4, a ICOS) ICAM-1/LFA-1, které stabilizují vazbu mezi CD8+ T 
lymfocyty a svalovým vláknem. Infiltraci svalového vlákna CD8+ T lymfocyty významně 
usnadňují také matrixové degradující metalloproteinázy a v neposlední řadě i cytokiny jako 
interferon (IFN)γ, interleukin IL-1, nebo TNFα. Vlastní nekróza svalového vlákna je 
indukována perforinovými granuly uvolňovanými CD8+ T lymfocyty (Dalakas M.C. et al., 
2006)(Obr. 1.3. I.). 
Dermatomyositida (DM) je především protilátkově zprostředkované onemocnění začínající v 
intramuskulárních cévách, ve kterých se ukládají útočné sloţky komplementu (membrane 
attack complement – MAC). Sekundárně jsou aktivovány B lymfocyty, CD4+ lymfocyty, 
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makrofágy a dendritické buňky, které infiltrují do svalu, především do intermyzia, kde 
produkují prozánětlivé cytokiny. Ty indukují expresi adhezních molekul (VCAM, ICAM) a 
integrinů (VLA-4, LFA-1) a tím podporují další infiltraci svalu mononukleárními buňkami. 
Tento proces vede k intramuskulární angiopatii a následné ischemii a nekróze svalových 
vláken (Dalakas M.C. et al., 2006) (Obr. 1.3. II.). 
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1.3 S100 proteiny 
S100 rodina je tvořena více neţ 25 nízkomolekulárními kyselými proteiny o molekulové 
hmotnosti 10-12 kDa. Poprvé byly identifikovány a popsány v hovězím mozku a na základě 
rozpustnosti ve 100% roztoku amonium sulfátu označeny jako S100 (Moore B.W., 1965). 
Charakteristickým znakem S100 proteinů jsou dva strukturální motivy, tzv. „EF- vazebné 
domény“, které s různou afinitou váţí kalcium (Isobe T. et al., 1978). Vazba kalcia vede ke 
strukturálním změnám, díky nimţ mohou S100 proteiny navázat cílovou molekulu 
(Santamaria-Kisiel L. et al., 2006). Vedle kalcia jsou to také ionty zinku a mědi, které svou 
vazbou ovlivňují strukturu a působení některých S100 proteinů (Heizmann C.W. et al., 1998).  
 
S100 proteiny vykazují své biologické funkce jak v intracelulárním prostředí, tak 
extracelulárně. Zatímco uvnitř buněk jsou v převáţné většině přítomny ve formě homodimerů 
a heterodimerů, v podmínkách extracelulárního prostředí se vyskytují jako oligomery nebo 
multimery. Popsány byly např. heterotetramery proteinů S100A8/S100A9 (Strupat K. et al., 
2000;Vogl T. et al., 2006), hexamery S100A12 proteinu (Strupat K. et al., 2000; Moroz O.V. 
et al., 2002) nebo tetra- a multi-mery S100A4 proteinu (Klingelhöfer J. et al., 2007). Většina 
S100 proteinů se vyskytuje intracelulárně a podílí se na regulaci řady buněčných procesů, 
mezi něţ patří např. proliferace, apoptóza, buněčná motilita a remodelace extracelulární 
matrix (Donato R., 2003). S100 proteiny uvolněné do extracelulárního prostředí se svým 
chováním podobají cytokinům. Některé z nich se účastní regulace buněčných dějů 
prostřednictvím receptoru RAGE (Huttunen A.J. et al., 2000; Hofmann M.A. et al., 1999), 
avšak v současnosti se stávají předmětem výzkumu i další receptory, u kterých se předpokládá 
moţná asociace s některými S100 proteiny (Robinson M.J. et al., 2002; Kiryushko D. et al., 
2006; Semov A. et al., 2005; Klingelhöfer J. et al., 2009; Vogl T. et al., 2007). 
 
Modifikovaná exprese S100 proteinů byla dokumentována u mnoha onemocnění, jako jsou 
neurodegenerativní a kardiovaskulární onemocnění, zánětlivá onemocnění, diabetes mellitus, 
alergie či tumory (Donato R., 2003). Ze všech dosud známých S100 proteinů tvoří poměrně 
velkou skupinu proteiny, jejichţ zvýšená exprese je spojována s řadou nádorových 
onemocnění (S100A1, S100A4, S100A6, S100A7 a S100B). Obecně se předpokládá, ţe v 
průběhu nádorového bujení hraje podstatnou úlohu aktivace zánětlivých buněk a imunitního 
systému (Marx J., 2004). Z prací zabývajících se výzkumem S100 proteinů lze usuzovat, ţe 
tyto proteiny by mohly tvořit určitý spojovací článek mezi chronickým zánětem a tumory. 
Důkazem je např. S100A4 protein, který byl donedávna spojován pouze s rozvojem 
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nádorových chorob (Lee W.Y. et al., 2004; Gupta S. et al., 2003; Ambartsumian N. et al., 
1996). Nejnovější poznatky však prokázaly jeho zvýšenou expresi u revmatoidní artritidy a 
vztah k patogenezi této chronické autoimunitní nemoci (Klingelhöfer J.et al., 2007; Šenolt L. 
et al., 2006; Šenolt L. et al., 2006). Uvnitř S100 rodiny byla také identifikována trojice 
proteinů charakteristická účastí při aktivaci zánětu a imunitního procesu, tzv. alarminy 
(S100A8, S100A9 a S100A12). 
 
1.3.1 S100A12 a S100A8/9 
S100A12 (calgranulin C) a S100A8/9 (calprotectin) proteiny představují podskupinu 
prozánětlivých proteinů v rámci S100 rodiny, které jsou tvořeny převáţně fagocytujícími 
buňkami myeloidního původu a významně se podílí na aktivaci zánětu a imunitním procesu. 
Vzhledem k jejich významu jako endogenních molekul signalizujících jiţ v časné fázi 
poškození buněk a tkání, jsou v současnosti některými autory označovány jako “alarminy” 
(Bianchi M.E., 2007).  
 
S100A12 (calgranulin C, EN-RAGE) je tvořen převáţně granulocyty (Vogl T. et al., 1999) a 
monocyty (Santamaria-Kisiel L. et al., 2006) a jeho zvýšená přítomnost v tkáních byla 
dokumentována u mnoha zánětlivých onemocnění jako např. u psoriázy 
(Mirmohammadsadegh A. et al. ,2000), zánětlivých onemocnění střev (Lugering N. et al., 
1995), Kawasakiho choroby (Ye F. et al., 2004), dále u nemocí jakými jsou diabetes mellitus 
2. typu (Kosaki A. et al., 2004) nebo u Alzheimerovy nemoci (Shepherd C.E. et al. ,2006). 
Současné studie na zvířecích modelech a in vitro studie odhalily význam S100A12 v 
patogenezi chronické artritidy. S100A12 protein byl prokázán v hojném mnoţství 
v neutrofilních leukocytech a makrofázích RA synoviální tkáně (Yang Z. et al., 2001) a byla 
zjištěna jeho schopnost stimulovat migraci neutrofilních leukocytů do míst zánětu (Rouleau P. 
et al., 2003). V časné fázi zánětu S100A12 vazbou na receptor RAGE stimuluje expresi 
adhezních molekul na buňkách endotelu a následnou migraci fagocytů (Foell D. et al., 2005). 
Prostřednictvím aktivace NFkB indukuje S100A12 tvorbu prozánětlivých cytokinů (Hofmann 
M.A. et al., 1999). V současnosti byly dokumentovány zvýšené hladiny S100A12 v 
synoviální tekutině a plazmě pacientů s RA, psoriatickou artritidou a dnou (Rouleau P. et al., 
2003). Kromě toho, zvýšené sérové hladiny S100A12 u pacientů s juvenilní idiopatickou 
artritidou (JIA) korelují s aktivitou onemocnění, klesají po aplikaci protizánětlivé léčby a 
 19 
dochází k jejich opětovnému zvýšení i několik týdnu před klinickým projevem relapsu 
choroby (Foell D. et al., 2004; Wittkowski H. et al., 2007). 
 
Protein S100A8/9 je heterodimerem sloţeným z monomerů S100A8 (MRP8 nebo calgranulin 
A) a S100A9 (MRP14 nebo calgranulin B) proteinů a je aktivně uvolňován monocyty a 
granulocyty (Rammes A. et al., 1997). Jeho zvýšená exprese byla dokumentována u řady 
zánětlivých onemocnění, jako jsou například cystická fibróza (Golden B.E. et al., 1996), 
psoriáza (Broome A.M. et al., 2003), tuberkulóza (Pechkovsky D.V. et al., 2000) či zánětlivá 
onemocnění střev (Lugering N. et al., 1995). U pacientů s RA byl S100A8/9 heterodimer 
detekován v makrofázích přítomných v synoviálním infiltrátu (Odink K. et al., 1987) a v 
místech destrukce chrupavky (Youssef P. et al., 1999). Jak ukazují in vitro studie, S100A8/9 
indukuje produkci prozánětlivých cytokinů, předeším TNFα (Sunahori K. et al., 2006). Stejně 
jako u S100A12 byly zjištěny zvýšené hladiny S100A8/9 u pacientů s RA v plazmě, séru a 
synoviální tekutině (Rouleau P. et al., 2003; Berntzen H.B. et al., 1991). Hladiny tohoto 
proteinu u pacientů s JIA jsou vyšší v synoviální tekutině neţ v séru, vzájemně korelují a jsou 
asociovány s aktivitou onemocnění (Frosch M. et al., 2000; Schulze zur Wiesch A. et al., 
2004). Nejnovější práce poukázaly na asociaci S100A8/9 s mírou poškození kloubu (Hammer 
H.B. et al., 2007) a na moţnost vyuţití S100A8/9 jako prognostického markeru rentgenového 
poškození kloubu u pacientů s etablovanou RA (Hammer H.B. et al., 2010). Obdobně jako u 
S100A12, hladiny S100A8/9 klesají po aplikaci protizánětlivé léčby a dochází k jejich 
opětovnému zvýšení i několik týdnu před klinickým projevem relapsu choroby (De Rycke L. 
et al., 2005; Foell D. et al., 2010). 
 
1.3.2 Protein S100A4 
S100A4 (metastasin, pEL, p9Ka, FspI, CAPL, calvasculin) je termolabilní kyselý protein o 
molekulové hmotnosti 11-kD původně izolovaný u myší jako gen tvořený metastatickými 
buňkami adenokarcinomu mléčné ţlázy (Ebralidze A. et al., 1989). Přítomnost S100A4 byla 
potvrzena v zanedbatelném mnoţství také ve zdravé tkáni, avšak jeho fyziologická funkce 
nebyla dosud plně objasněna (Takenaga K. et al., 1994; Gibbs F.E. et al., 1995). 
 
U myší je známo, ţe intracelulární S100A4 můţe být tvořen buňkami hladkých svalů, 
epiteliálními buňkami, endoteliálními buňkami krevních cév, hnědou tukovou tkání, buňkami 
jater, parietálními buňkami ţaludku, neurony a některými imunitními buňkami ve slezině, 
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brzlíku a kostní dřeni (Gibbs F.E. et al., 1995; Grigorian M. et al., 1994). Bylo zjištěno, ţe 
S100A4 je tvořen makrofágy, dendritickými buňkami, ţírnými buňkami (mastocyty), 
neutrofilními leukocyty, některými typy T lymfocytů, pericyty a také synoviálními fibroblasty 
ve stádiu chronického zánětu (Klingelhöfer J. et al., 2007). Funkční protein můţe vytvářet 
homodimery (S100A4/S100A4), heterodimery (S100A4/S100A1) nebo oligomery či 
multimery (Wang G. et al., 2000; Tarabykina S. et al., 2000). Regulace buněčných procesů se 
účastní prostřednictvím vazby na cílové molekuly, jako jsou nesvalový myosin II (Kriajevska 
M. et al., 1994) a liprin β1(Kriajevska M. et al., 2002), které hrají důleţitou roli v buněčné 
adhezi a motilitě. Neméně významná je vazba S100A4 na tumor supresorový protein p53 a 
následná regulace programované buněčné smrti – apoptózy (Grigorian M. et al., 2001; Davies 
B.R. et al., 1993). Dále byl prokázán vliv extracelulárního S100A4 na angiogenezi 
(Ambartsumian N. et al., 2001) a na produkci proteolytických enzymů, které se podílejí na 
remodelaci extracelulární matrix (Šenolt L. et al., 2006; Schmidt-Hansen B. et al., 2004), 
(Obr. 1.4.). Extracelulární S100A4 můţe stimulovat růst neuritu primárních hipokampálních 
neuronů (Novitskaya V. et al., 2000) a migraci astrocytických tumorových buněk (Belot N. et 
al., 2002). Byla pozorována také negativní regulace mineralizace extracelulární matrix 
(Duarte W.R. et al., 2003). 
 
Obr. 1.4. Význam S100A4 proteinu v regulaci buněčných procesů.  
 
1.3.2.1 Význam S100A4 u nádorových onemocnění 
Tvorba tumorů a šíření metastáz je rozsáhlý a komplexní proces, kterého se účastní mnoţství 
regulačních molekul. Jednou z nich je S100A4 protein, jehoţ vztah k metastázám a tumorům 
byl podrobně studován jak u transgenních myší (Ambartsumian N. et al., 1996), tak u člověka 
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(Lee W.Y. et al., 2004; Gupta S. et al., 2003).  
 
Intracelulární S100A4 se váţe na cytoskeletální struktury a reguluje tak motilitu nádorových 
buněk. U metastatických buněk bylo zjištěno, ţe interakce S100A4 s těţkým řetězcem 
nesvalového myosinu vede ke změnám dynamiky myosinu (Kriajevska M.et al., 1998, 2000). 
Podobně, interakce mezi S100A4 a nesvalovým tropomyosinem má za následek rozklad 
aktinových filament (Takenaga K. et al., 1994).  
 
Dalším předpokladem pro tvorbu metastáz je oddělení buněk z nádoru, vstup do krevního 
řečiště a adheze k okolním buňkám a matrix. To se děje za účasti adhezivních molekul jako 
jsou například laminin a E-cadherin. U myších i lidských tumorů byla prokázána inverzní 
korelace mezi expresí S100A4 a transmembránovým glykoproteinem E-cadherinem. Bylo 
zjištěno, ţe invazivní chování nádorových buněk exprimujících S100A4 by mohlo být 
navozeno utlumením exprese E-cadherinu (Kimura K. et al., 2000; Keirsebilck A. et al., 
1998). In vivo pokusy odhalily specifickou vazbu S100A4 na transmembránový protein liprin 
β1, který je jedním z článků signální kaskády regulující buněčnou adhezi (Kriajevska M. et 
al., 2002).  
 
Podrobně byl studován také vztah mezi S100A4 a tumor supresorovým proteinem p53, jenţ je 
povaţován za jeden z nejvýznamnějších faktorů regulujících buněčný cyklus. Narozdíl od 
normálního (wild) typu p53, jehoţ mnoţství je v nemutovaných buňkách nízké, dochází v 
transformovaných a nádorových buňkách k jeho signifikantnímu nárůstu. V buňkách 
exprimujících S100A4 bylo zjištěno zvýšené mnoţství proteinu p53 (Parker C. et al., 1994). 
Experimenty na buněčných liniích produkujících normální protein p53 ukázaly, ţe indukce 
S100A4 v těchto buněčných liniích má vliv na expresi genů regulovaných p53 proteinem, 
jako jsou například p21/WAF a bax (Grigorian M. et al., 2001). Zvýšení apoptózy vlivem 
vazby proteinu S100A4 na p53 můţe vést ke ztrátě funkce normálního typu p53, coţ se můţe 
projevit nadbytkem mutovaného p53 a vývojem agresivního buněčného fenotypu v počátcích 
nádorové progrese (Grigorian M. et al., 2001). U myší s inaktivovaným genem pro S100A4, 
které byly vystaveny gama záření, byla pozorována redukce apoptózy (El Naaman C. et al., 
2004). Experimenty na myších tumorech prokázaly pozitivní vliv extracelulárního S100A4 na 
přeţívání nádorových buněk způsobené sníţením exprese bax. Nebyl potvrzen rozdílný efekt 
dimerů a oligomerů S100A4 na expresi bax a překvapivě nebyl pozorován ţádný vliv S100A4 
na expresi p21/waf (Schmidt-Hansen B. et al., 2004).  
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Další podmínkou pro růst nádoru a metastazování je angiogeneze. Ta je ovlivňována S100A4 
proteinem prostřednictvím regulace exprese trombospondinu 1 (Roberts D.D., 1996) a 
enzymů degradujících matrix – např. MMPs (Grigorian M. et al., 2001; Schmidt-Hansen B. et 
al., 2004). Experimenty zaloţené na stimulaci endotelových buněk oligomerní formou 
S100A4 proteinu odhalily sníţenou expresi genu pro trombospondin 1 (Grigorian M. et al., 
2001; Schmidt-Hansen B. et al., 2004). Pokusy in vitro dále ukázaly, ţe S100A4 oligomer 
indukuje chemotaktickou motilitu endotelových buněk a můţe tak přispívat k angiogenezi. In 
vivo indukuje S100A4 neovaskularizaci rohovky (Schmidt-Hansen B. et al., 2004). Vztah 
S100A4 k  MMPs byl potvrzen u endoteliálních buněk, u nichţ byla po stimulaci 
extracelulárním S100A4 detekována zvýšená exprese MMP-13. Naopak sníţení hladiny 
mRNA MMP-2, MMP-14 a TIMP-1 následovalo po sníţení exprese S100A4 u buněčné linie 
metastazujících buněk (Bjornland K. et al., 1999). Podobné výsledky byly dokumentovány i 
pro MMP-9 (Saleem M. et al., 2006). Poznatky o roli S100A4 v progresi nádorových 
onemocnění nashromáţděné za poslední desetiletí dokazují, ţe S100A4 má nezanedbatelný 
podíl na agresivním a invazivním chování nádorových buněk a tvorbě metastáz (Helfman 
D.M. et al., 2005).  
 
1.3.2.2 Význam S100A4 v patogenezi autoimunitních onemocnění 
U proliferujících synoviálních fibroblastů od pacientů s RA byla prokázána zvýšená exprese 
některých genů, mimo jiné i S100A4 (Masuda K. et al., 2002). Narozdíl od zdravé kontrolní 
tkáně byla S100A4 mRNA zjištěna v RA synoviální tkáni. S100A4 mRNA byla exprimována 
v intersticiu i povrchové synoviální intimně. Nám se podařilo prokázat zvýšené mnoţství 
S100A4 proteinu v synoviální tkáni, ale také v synoviální tekutině i plazmě pacientů s RA 
oproti jedincům s osteoartrózou (Klingelhöfer J.et al., 2007; Šenolt L. et al., 2006). Odlišnosti 
byly zjištěny také ve formě S100A4 vyskytujícího se v plazmě a synoviální tekutině. Zatímco 
u pacientů s RA byl S100A4 přítomen ve formě bioaktivních oligomerů, u pacientů s OA se 
většina S100A4 vyskytovala ve formě dimerů. Narozdíl od některých dalších S100 proteinů 
aktivně se účastnících zánětlivých procesů (S100A7, S100A8, S100A9 a S100A12) je 
S100A4 exprimován většinou buněk synoviální tkáně - synoviálními fibroblasty, imunitními 
buňkami i buňkami cévního endotelu.  
 
U synoviálních fibroblastů, podobně jako u buněk nádorového typu, stimuluje extracelulární 
S100A4 tvorbu některých MMPs. Zvýšená exprese byla potvrzena pro MMP-1, MMP-3, 
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MMP-9 a MMP-13 (Šenolt L. et al., 2006). V místech RA synoviální tkáně byla pozorována 
zvýšená exprese proteinu p53 oproti OA synoviální tkáni (Klingelhöfer J. et al., 2007). 
Extracelulární S100A4 oligomer navodil stabilizaci tumor supresorového proteinu p53, jeho 
fosforylaci v místě aminokyseliny Ser37 a tím transkripci cílových genů proteinu p53 (bcl-2, 
p21/WAF a HDM2), které se podílejí na regulaci buněčné proliferace a apoptózy 
(Klingelhöfer J. et al., 2007). Přesná úloha proteinu S100A4 a jeho vliv na apoptózu či 
proliferaci buněk synoviální tkáně musí být ještě blíţe prozkoumány.  
 
Na základě současných znalostí o S100A4 a jeho vztahu k RA lze konstatovat, ţe se S100A4 
vyskytuje ve zvýšeném mnoţství nejen lokálně v místě zánětu, ale také systémově v krevním 
oběhu. S100A4 je exprimován synoviálními fibroblasty a zánětlivými buňkami v místech 
destrukce kloubní chrupavky, kde můţe fungovat jako důleţitý prvek regulující buněčnou 
apoptózu, proliferaci a produkci MMPs (Obr. 1.5.). Jedna z nejnovějších prací zaměřených na 
S100A4 prokázala pomocí imunohistochemických barvení a imunoblottingu přítomnost 
S100A4 v artrotické chrupavce a lidských chondrocytech, zatímco u normální tkáně a buněk 
nebyl S100A4 přítomen. U chondrocytů bylo navíc potvrzeno, ţe extracelulární S100A4 
stimuluje produkci MMP-13 a na přenosu signálu se účastnil receptor pro pokročilé glykační 
produkty (RAGE). S100A4 indukovaná aktivace RAGE měla za následek aktivaci NF-B a 
produkci reaktivních kyslíkových radikálů (Yammani R.R. et al., 2006). 
 
Nově byl S100A4 protein detekován u psoriázy, zánětlivého autoimunitního onemocnění 
kůţe. Byla prokázána zvýšená přítomnost S100A4 proteinu v postiţené kůţi pacientů 
s psoriázou a byla zjištěna sekrece jeho aktivních multimerních forem (Zibert J.R. et al., 
2010). Podobně jako u RA a tumorů, S100A4 se i zde podílí na regulaci apoptózy 
prostřednictvím  p53 tumor supresorového proteinu. Navíc, vyblokování S100A4 u 
imunodeficientních myší vede k redukci tloušťky epidermis a utlumení proliferační aktivity 
buněk (Zibert J. R. et al., 2010).  
 
Současné výsledky ukazují, ţe S100A4 hraje významnou roli v patogenezi zánětlivých 
revmatických onemocnění. Je známo, ţe S100A4 je lokálně akumulován v postiţené tkáni a 
podílí se na regulaci metabolických dějů na molekulární i buněčné úrovni, avšak přesný 





Obr. 1.5. Předpokládaný význam S100A4 proteinu v zánětlivém procesu a poškození kloubní 
chrupavky u revmatoidní artritidy.   
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2 HYPOTÉZA A CÍLE 
Hypotéza této disertační práce je zaloţena na poznatcích o roli některých S100 proteinů 
v regulaci zánětu.  
První část disertační práce se opírá o význam S100A4/metastasinu v průběhu nádorových 
onemocnění a o paralelu agresivního chování RA-synoviálních fibroblastů s metastatickým 
chováním zhoubných nádorů. Vychází z objevu zvýšené akumulace S100A4 u pacientů s RA 
v místech probíhajícího zánětu s potenciálním vlivem na apoptózu a tvorbu katalytických 
enzymů, a je proto věnována podrobnějšímu studiu role S100A4 proteinu v patogenezi zánětu 
u pacientů s revmatoidní artritidou a molekulární podstatě tohoto procesu. Dále vycházíme ze 
současných poznatků prokazujících význam S100A4 proteinu u zánětlivých a fibrotických 
onemocnění a jeho podíl na procesu tkáňového poškození. Proto bylo snahou zhodnotit roli 
S100A4 v patogenezi idiopatických zánětlivých myopatií (polymyositidy a 
dermatomyositidy).  Předpokládáme,  ţe S100A4 by se mohl významně podílet na regulaci 
zánětu a poškození svalových vláken u pacientů s touto diagnózou. 
Druhá část hypotézy je podloţena znalostmi o prozánětlivých vlastnostech S100A8/9 a 
S100A12, tzv. S100 alarminů, jejich vztahu k ativitě onemocnění a kloubnímu poškození u 
revmatoidní artritidy. Zde je naším cílem objasnit význam S100 alarminů u pacientů s časnou 
revmatoidní artritidou, kde by mohly slouţit jako vhodné ukazatele vývoje nemoci. 
 
Cílem této disertační práce je alespoň částečně objasnit význam vybraných S100 proteinů u 
pacientů s revmatickými chorobami. 
 
1. Určit vztah systémových hladin S100A4/metastasinu k aktivitě revmatoidní artritidy 
 
2. Zhodnotit roli S100A4 ve vztahu k zánětu u pacientů s revmatoidní artritidou a určit 
molekulární mechanismy vedoucí k S100A4 indukované imunitní odpovědi  
 
3. Stanovit potenciální význam S100A4/metastasinu v patogenezi idiopatických zánětlivých 
myopatií 
 
4. Zhodnotit význam S100 alarminů u pacientů s časnou revmatoidní artritidou 
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3 METODIKA A VÝSLEDKY 
 
3.1 Význam S100 proteinů u revmatických onemocnění (komentáře k publikacím 
zařazeným do disertační práce) 
 
3.1.1 Hladiny S100A4 proteinu korelují s aktivitou onemocnění a aplikace anti-TNFα 
terapie vede k poklesu hladin biologicky aktivní multimerní formy S100A4 v 
plazmě u pacientů s revmatoidní artritidou 
 
Protein S100A4 se ve zvýšené míře vyskytuje u pacientů s RA a předpokládá se, ţe 
především jeho biologicky aktivní multimerní forma můţe potencovat hyperplastické a 
zánětlivé změny kloubní výstelky (Šenolt L. et al., 2006; Klingelhöfer J. et al., 2007). V naší 
studii jsme se zaměřili na vztah plazmatických hladin S100A4 k aktivitě onemocnění a na vliv 
anti-TNFα léčby na hladiny S100A4 proteinu u pacientů s RA. 
Naše výsledky ukázaly, ţe hladiny S100A4 významně korelují s aktivitou onemocnění u 
pacientů před léčbou (Obr. 3.1.). U pacientů léčených adalimumabem jsme nepozorovali 
významné změny v hladinách S100A4 v plazmě v průběhu 6 a 12 týdnů léčby (Obr. 3.2. A). 
Pomocí chromatografické metody, která umoţňuje oddělit dimerní a multimerní formu 
proteinu jsme však zjistili, ţe aplikace adalimumabu po dobu 12 týdnů vede k poklesu hladin 
multimerní formy S100A4 ve prospěch dimerní formy (Obr. 3.2.B-D). Pro průkaz rozdílnosti 
v biologické aktivitě těchto dvou forem S100A4 proteinu jsme provedli in vitro experiment a 
ukázali jsme, ţe lidské monocyty vystavené působení S100A4 multimeru produkují 






Obr. 3.1. Korelace plazmatických hladin S100A4 proteinu s aktivitou onemocnění (DAS28) 




Obr. 3.2. Anti-TNFα léčba nemá vliv na hladiny celkového S100A4 proteinu v plazmě 
pacientů s RA (A). Po 12 týdnech léčby dochází k poklesu hladin biologicky aktivních 
multimerních forem S100A4 ve prospěch neaktivních S100A4 dimerů v plazmě pacientů (B, 
C). U pacienta, který dostatečně neodpovídal na anti-TNFα léčbu (D) nebyl jasně 
pozorovatelný přechod S100A4 multimerních forem na dimerní formy, naopak došlo ke 
zvýšení hladin oligomerních forem S100A4.  
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Hodnoty na ose x zobrazují 13 frakcí S100A4 o různé molekulové hmotnosti (kDa). Kaţdá 
frakce odpovídá dané konformaci S100A4 (například: fr.#13=2mer, fr.#11=4mer, 
fr.#9=14mer, fr.#5 = >60 mer). 
 
Obr. 3.3. Lidské monocyty stimulované S100A4 multimerem významně exprimují (A) a 
uvolňují (B) TNFα do kultivačního média oproti monocytům vystaveným S100A4 dimeru a 
oproti nestimulovaným monocytům. 
 
Publikace k tématu: 
Ošlejšková L, Grigorian M, Hulejová H, Vencovsky J, Pavelka K, Klingelhöfer J, Gay S, 
Neidhart M, Brabcová H, Suchy D, Senolt L. Metastasis-inducing S100A4 protein is 
associated with the disease activity of rheumatoid arthritis. Rheumatology (Oxford), 2009, 
48:1590-4. 
 
3.1.2 Protein S100A4 je zvýšeně exprimován u pacientů s idiopatickými zánětlivými 
myopatiemi 
S100A4 protein hraje významnou roli v průběhu zánětu u revmatoidní artritidy. Z tohoto 
důvodu jsme se zaměřili na studium role S100A4 u pacientů s idiopatickými zánětlivými 
myopatiemi (Tab. 3.1) a to ve vztahu k patogenezi zánětu a poškození svalové tkáně. Zjistili 
jsme, ţe S100A4 protein je významně exprimován ve svalové tkáni pacientů se zánětlivými 
myopatiemi oproti zdravým jedincům (Obr. 3.4, Tab. 3.2) a to především v buňkách 
zánětlivého infiltrátu (Obr. 3.6), v okolí nekrotických vláken a výjimečně také v 
regenerujících svalových vláknech pacientů s PM/DM (Obr. 3.5). Pomocí in vitro 
stimulačních experimentů jsme prokázali prozánětlivý účinek S100A4 multimeru na 
mononukleární buňky (PBMCs) izolované z periferní krve zdravých jedinců, které po 
expozici S100A4 zvýšeně exprimují a uvolňují prozánětlivé cytokiny TNF-, IL-1 a IL-6 
oproti kontrolním buňkám (Obr. 3.7). Buňky myocytů ovlivněné S100A4 multimerem naopak 
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nevykazovaly prakticky ţádné prozánětlivé změny na genové ani proteinové úrovni. To můţe 
být zapříčiněno nepřítomností TLR-4 receptoru na myocytech (Obr. 3.8), o kterém se uvaţuje 
jako o moţném zprostředkovateli prozánětlivého efektu S100A4. Dále se ukázalo, ţe S100A4 
nemá vliv na expresi pro/anti- apoptotických molekul Bax a Bcl2 mononukleárními buňkami 
a myocyty, a nepodílí se na regulaci apoptózy indukované perforin/granzyme B systémem. 
 
Pacient          Věk     Pohlaví Diagnóza   Léčba v době biopsie 
1    71      F  PM    Pred 40 
2    63      M  PM    Pred 60 
3    56      F  PM    ţádná 
4    49      M  PM    ţádná 
5    54      M  PM    ţádná 
6    50      F  PM    ţádná 
7    57      F  PM               ţádná 
8    78      F  PM    ţádná 
9    56      F  DM/Scl   Pred 60 
10    64      F  DM    ţádná 
11    30      M  DM    ţádná 
12    74           F                 DM                                          ţádná 
13    74      F  DM    Pred 60 
14    61      F  DM    Pred 20, MTX  
Tab. 3.1. Stručná charakteristika pacientů v době biopsie 
F, ţena; M, muţ; PM, polymyositida; DM, dermatomyositida; Scl, sklerodermie; Pred, 
prednison; MTX, methotrexát 
 
 




Mononukleární infiltrát 2 (1-3) 0 (0-0) p=0.001 p<0.0001 
Cévy a kapiláry 1.5 (1-3) 1.5(1-2) p=1.0 p=0.840 
Intersticiální pojivová tkáň 1 (0-2) 1(1-2) p=0.661 p=0.301 
Svalová vlákna 0.5 (0-1) 0 (0-0) p=0.003 p=0.010 
Tab. 3.2. Exprese S100A4 proteinu ve sledovaných oblastech svalové tkáně pacientů s 
polymyositidou/dermatomyositidou a kontrolních jedinců.  
Intenzita exprese S100A4 proteinu byla hodnocena s vyuţitím semi-kvantitativního 
čtyřbodového skórování.  Hodnota 0, vyjadřuje ţádné; 1, slabé; 2, střední; a 3, silné barvení. 





Obr. 3.4. Imunohistochemické barvení S100A4 proteinu ve svalové tkáni: (A1) 
polymyositida, (B1) dermatomyositida a (C1) kontrolní svalová tkáň. Exprese S100A4 byla 
významně zvýšená v mononukleárních buňkách zánětlivého infiltrátu v okolí nekrotických 
svalových vláken. Několik regenerujících svalových vláken bylo pozitivních na S100A4 u 
pacientů s myositidou oproti kontrolní tkáni. Endotelové buňky velkých cév perimysia a 
kapilár endomysia exprimovaly S100A4 u pacientů i u kontrolní skupiny v podobné míře. 
Intenzita barvení S100A4 byla srovnatelná u polymyositické a dermatomyositické tkáně. 








Obr. 3.6. Kolokalizace 
S100A4 proteinu s 
vybranými buňkami za 
pouţití dvojitého 
imunofluorescenčního 











původu); von Willebrand 
factor (endotelové buňky), 
mast cell tryptase (ţírné 
buňky). Rozměry všech 
obrázků - 0.22μm 
x.0.22μm, kromě CD20 - 
0.06μm x 0.06μm , CD1a 




Obr. 3.7. S100A4 protein indukuje zvýšenou expresi (A) a uvolňování (B) TNFα, IL-1 a IL-
6 u periferních krevních mononukleárních buněk (PBMCs). Exprese Bax, Bcl2 mRNA (A), a 
produkce granzymu B a perforinu (B) zůstaly nezměněny u PBMCs stimulovaných S100A4 
proteinem. Exprese mRNA byla detekována po 6ti hodinách a hladiny proteinů uvolněných 
do buněčných supernatantů po 24 hodinách. Výsledky jsou vyjádřeny jako průměr a SEM, * 








Obr. 3.8. Imunohistochemické barvení TLR-4 ve svalové tkáni: (A1) polymyositida, (B1) 
dermatomyositida a (C1) kontrolní svalová tkáň. TLR-4 byl exprimován mononukleárními 
buňkami infiltrujícími svalovou tkáň pacientů s idiopatickými myopatiemi, avšak nebyl 
detekován u tkáně zdravých kontrol. Přítomnost TLR-4 nebyla prokázána ve svalových 
buňkách. Myší IgG byl pouţit jako izotypová kontrola (A2, B2, C2). Zvětšeno x 200. 
 
Publikace k tématu: 
Cerezo LA, Kuncová K, Mann H, Tomcík M, Zámecník J, Lukanidin E, Neidhart M, Gay S, 
Grigorian M, Vencovsky J, Senolt L. The metastasis promoting protein S100A4 is increased 
in idiopathic inflammatory myopathies. Rheumatology (Oxford). 2011;50:1766-72. 
 
3.1.3 Snížení hladin sérového calprotectinu (S100A8/9) koreluje s poklesem počtu 
oteklých kloubů u pacientů s časnou revmatoidní artritidou 
Proteiny S100A8/9 a S100A12 představují skupinu prozánětlivých S100 proteinů hojně 
detekovaných lokálně i systémově u pacientů s RA (Youssef P. et al., 1999; Foell D. et al., 
2003; Sunahori K. et al., 2006). Zejména S100A8/9 protein byl recentně popsán jako vhodný 
marker pro hodnocení aktivity onemocnění a progrese poškození kloubů u RA (Hammer H.B. 
et al., 2010). Časná revmatoidní artritida představuje ranou fázi onemocnění 
s charakteristickými imunopatogenetickými znaky, během níţ včasná aplikace vhodné léčby 
můţe zamezit nevratnému poškození kloubů v budoucnosti. Naše současné znalosti 
patologických mechanismů a biomarkerů působících v rané fázi onemocnění jsou 
nedostačující, a proto bylo naším cílem zhodnotit význam S100 proteinů u pacientů s časnou 
RA (Tab. 3.3). Zjistili jsme, ţe hladiny S100A8/9 a S100A12 jsou signifikantně vyšší u 
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pacientů s časnou RA oproti zdravým kontrolám a po 3 měsících konvenční léčby došlo k 
jejich poklesu na hladiny beţné u zdravých jedinců (Obr. 3.9). Kromě toho, hladiny S100A8/9 
u pacientů před léčbou signifikantně korelují s laboratorními a klinickými markery 
onemocnění jako jsou CRP, DAS28 nebo počet oteklých kloubů (Obr. 3.10 A-C), korelace 
hladin S100A12 s těmito parametry je méně významná (Obr. 3.10 D-F). Podobně je tomu v 
případě asociace poklesu hladin S100 alarminů se změnami hodnot daných parametrů v 
průběhu léčby (Obr. 3.11 A-F). S vyuţitím mnohonásobné lineární regresní analýzy jsme 
odhalili, ţe poklesy hladin S100A8/9 v séru by mohly slouţit jako významný prediktor 
poklesu počtu oteklých kloubů u pacientů s časnou RA léčených konvenční léčbou (Tab. 3.4 a 
3.5). 
 





Počáteční DAS28 (n=43; r
2
=0.422 ; F=16.355; p<0.000)
a
  DAS28 (n=41; r2=0.349 ; F=11.727; p<0.000)b 
Proměnná 
Odhad 
parametrů S.E. t-hodnota p  Proměnná 
Odhad 
parametrů S.E. t-hodnota p 
Intercept 4.351 .246 17.662 0.000  Intercept -2.117 0.277 -7.649 0.000 
Počáteční CRP 0.037 0.010 3.619 0.001  Počáteční CRP 0.080 0.038 2.124 0.040 
Počáteční S100A8/9 0.000 0.000 2.007 0.052  ΔCRP 0.136 0.042 3.248 0.002 
Pozn. Adjustované hodnoty r2 jsou zobrazeny výše. 
a Vyloučenými prediktory jsou věk a počáteční hladiny S100A12 
b Vyloučenými prediktory jsou věk a počáteční hladiny S100A12, počáteční hladiny S100A8/9, ΔS100A12 a ΔS100A8/9 
 
Tab. 3.4 Model mnohonásobné lineární regresní analýzy pro DAS28 před léčbou a jeho změny  




Počáteční SJC (n=43; r
2
=0.260 ; F=8.360; p=0.001)
a
   SJC (n=41; r2=0.245 ; F=13.974; p=0.001)b 
Proměnná 
Odhad 





Intercept 5.093 1.712 2.975 0.005  Intercept -5.192 1.148 -3.500 0.001 
Počáteční CRP 0.147 0.071 2.067 0.045  Δ S100A8/9 0.001 0.000 3.738 0.001 
Počáteční 
S100A8/9 
0.001 0.000 2.010 0.051  --- --- --- --- --- 
Pozn. Adjustované hodnoty r2 jsou zobrazeny výše. 
a Vyloučenými prediktory jsou věk a počáteční hladiny S100A12 
b Vyloučenými prediktory jsou věk a počáteční hladiny S100A12, S100A8/9 a CRP, ΔS100A12 a ΔCRP 
 
 
Tab. 3.5 Model mnohonásobné lineární regresní analýzy pro počet oteklých kloubů (SJC) 




Obr. 3.9 Sérové hladiny S100A8/9 (A) a S100A12 (B) jsou signifikantně vyšší u pacientů s 
časnou RA oproti zdravým kontrolám a po 3 měsících konvenční léčby dochází k jejich 
poklesu na úroveň zdravých jedinců. 
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Obr. 3.10. Korelace sérových hladin S100A8/9 (A-C) a S100A12 (D-F) s klinickými a 
laboratorními markery onemocnění před léčbou. CRP, C-reaktivní protein; DAS28, skóre 





Obr. 3.11. Asociace poklesu sérových hladin S100A8/9 (A-C) a S100A12 (D-F) se změnami 
klinických a laboratorních ukazatelů aktivity onemocnění po 3 měsících léčby. CRP, C-
reaktivní protein; DAS28, skóre aktivity onemocnění; SJC, počet oteklých kloubů 
z celkového počtu 66. 
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Decreases in serum levels of S100A8/9 (calprotectin) correlate with improvements in total 
swollen joint count in patients with recent-onset rheumatoid arthritis. Arthritis Res Ther. 2011 
Jul 26;13(4):R122. 
 
3.2 Molekulární mechanismy S100A4 indukované zánětlivé odpovědi u pacientů            
s revmatoidní artritidou 
S100A4 protein je stále častěji spojován s řadou chronických zánětlivých onemocnění a je 
diskutována jeho aktivní role v regulaci zánětu (Šenolt L. et al., 2006; Klingelhöfer J. et al., 
2007; Zibert J.R. et al., 2010). Doposud však nebyly popsány přesné mechanismy vedoucí k 
S100A4 indukované zánětlivé reakci. Je známo, ţe S100A4 můţe vazbou na receptor pro 
pokročilé glykační produkty (RAGE) přes aktivaci NFkB stimulovat tvorbu MMP-13 
v chondrocytech (Yammani R.R. et al., 2007). Nezávisle na RAGE indukuje S100A4 růst 
neuritu prostřednictvím interakce s heparan sulfátem na povrchu buněk (Kiryushko D. et al., 
2006), stimuluje angiogenezi vazbou na annexin II. (Semov A. et al., 2005) nebo reguluje 
proliferaci a progresi nádorového bujení prostřednictvím receptoru pro epidermální růstový 
faktor (Klingelhöfer J. et al., 2009). V souvislosti s indukcí zánětu byla popsána interakce 
S100A12 proteinu s receptorem RAGE (Hofmann M.A. et al., 1999) a nověji také vazba 
S100A8/9 na TLR-4 u monocytů (Vogl T. et al., 2007). Vzhledem k nedostatku poznatků o 
přesném mechanismu prozánětlivého působení S100A4 se cílem naší práce stalo studium role 




Pro studii byly pouţity vzorky periferní krve pacientů s revmatoidní artritidou. Pacienti splnili 
ACR kritéria pro diagnózu RA (Arnett et al., 1988) a podepsali informovaný souhlas 
schválený etickou komisí Revmatologického ústavu v Praze.  
 
Stimulace PBMCs 
Mononukleární buňky periferní krve byly izolovány metodou Ficoll-Plaque gradientové 
centrifugace. Čerstvě vyizolované PBMCs byly nasazeny o hustotě 5.0 × 10
5
 na 1 ml 
Advanced RPMI 1640 kultivačního media (Invitrogen, Carlsbad, CA) v 6-jamkových 
destičkách a inkubovány 30min ve 37°C s 5% CO2 v atmosféře inkubátoru. Buňky byly 
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stimulovány S100A4 multimerem (1μg/ml), S100A8 (1μg/ml), S100A12 (1μg/ml) a myším 
IgG (10μg/ml) po dobu 24 hodin (proteiny pro stimulaci poskytla laboratoř Dr. Grigorian). 
Pro inhibiční experimenty byly buňky vystaveny působení inhibitorů či protilátek 30 min před 
přidáním S100A4 proteinu. Byly pouţity následující inhibitory a protilátky: 10 μg/ml 
abRAGE (R&D Systems, Minneapolis, MN); 100 μg/ml AGE-BSA (Biovision, Mountain 
View, CA), coţ je RAGE ligand; 10μg/ml abTLR-4 (Biolegend, San Diego, CA); 50μM 
MyD88 inhibitor (Imgenex, San Diego, CA), inhibitory MAP kináz: ERK (PD98059; 2μM), 
p38 (SB203580; 50μM), jnk (SP600125; 40nM) (Calbiochem, San Diego, CA) a inhibitor 
NFkB -500 μM caffeic acid phenethyl ester (Tocris Bioscience, Ellisville, MI). Po 24h 
inkubaci bylo odebráno kultivační medium a skladováno v-80°C. 
 
Stimulace CD3+ T lymfocytů 
Mononukleární buňky periferní krve byly izolovány metodou Ficoll-Plaque gradientové 
centrifugace. Z nich byly pozitivně vyselektovány CD3+ T lymfocyty pomocí magnetických 
kuliček anti-CD3 microbeads (Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA) a nasazeny na 6-jamkové 
destičky v počtu 5.0 × 10
5 
buněk na 1ml Advanced RPMI 1640 kultivačního media 
(Invitrogen, Carlsbad, CA) s L-glutaminem a inkubovány 30min ve 37°C s 5% CO2 v 
atmosféře inkubátoru. CD3+ lymfocyty byly stimulovány S100A4 multimerem (1μg/ml) a 
lipopolysacharidem z E.coli (10ng/ml) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO). Po 24h inkubaci 
bylo odebráno kultivační medium a skladováno v -80°C. 
 
Utlumení genu S100A4  v CD3+ T lymfocytech 
Transfekce CD3+ lymfocytů byla provedena s vyuţitím Amaxa Human T Cell Nucleofector 
Kit pomocí přístroje Amaxa Nucleofector II (Amaxa Co., Köln, Germany). Podle pokynů 
výrobce byly buňky resuspendovány ve 100 µl nukleofekčního roztoku. Následně byla 
přidána S100A4 siRNA (15ug/ml) (Eurogentec, Seraing, Belgium), směs byla přenesena do 
kyvet a transfekována v přístroji nastaveném na program T023 pro CD3+ lymfocyty. Po 
transfekci bylo do kaţdé kyvety přidáno 500 µl RPMI 1640 média s 10% FCS, L-glutaminem, 
penicillinem a streptomycinem vytemperovaného na 37°C. Transfekované buňky v 500ul 
média byly přeneseny na 6-jamkové destičky s Advanced RPMI 1640 médiem. Po 24 
hodinové inkubaci byly buňky lyzovány RLT bufferem (Qiagen, Hombrechtikon, 
Switzerland) a skladovány v-80°C. 
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Real Time PCR 
Celková RNA byla z buněk izolována pomocí MagNA Pure Compact RNA Isolation Kit 
přístrojem MagNA Pure Compact Instrument (Roche Diagnostics). Z RNA byla získána 
cDNA reverzní transkripcí kitem High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied 
Biosytems). Pro Real Time PCR (RT-PCR) byly pouţity komerčně dostupné TaqMan genové 
expresní eseje (Applied Biosytems) pro stanovení TNFα, IL-1 a IL-6 mRNA a 18S 
Ribosomal RNA pro normalizaci dat, a byl pouţit přístroj 7900HT Fast Real-Time PCR 
System (Applied Biosytems). Výsledky byly analyzovány metodou ddCt pro relativní 
kvantifikaci a exprese genu 18S byla pouţita jako endogenní kontrola. 
 
ELISA 
Hladiny cytokinů TNFα, IL-1 a IL-6 byly měřeny v kultivačním médiu ELISA kity podle 
pokynů výrobce (Ray Biotech, Inc., Norcross GA). Absorbance byla měřena pomocí ELISA 
čtecího zařízení (Tecan Sunrise) na vlnové délce 450nm. 
 
Statistická analýza 
Data jsou vyjádřena jako průměr±SEM. Mann-Whitney U test byl pouţit pro porovnání 
rozdílů mezi 2 proměnnými, párový T-test byl uplatněn při výpočtu statistické významnosti u 
genových expresí. Pro statistické zhodnocení byly hodnoty P menší neţ 0.05 povaţovány za 






S100A4 indukuje produkci prozánětlivých cytokinů mononukleárními buňkami 
Pro zhodnocení prozánětlivého efektu S100A4 byly PBMCs (n=8) stimulovány S100A4 
multimerem po dobu 24h a byly analyzovány hladiny uvolněných cytokinů TNFα, IL-1β a IL-
6 v kultivačním médiu. Ukázalo se, ţe S100A4 stimulované buňky signifikantně zvýšily 
produkci cytokinů oproti kontrolám: TNFα (34.95±8.029 vs. 763.5±80.61 pg/ml; p=0.0009), 
IL-1β (3.256±0.699 vs. 161.4±16.72 pg/ml; p=0.0002) a IL-6 (9.957±1.546 vs. 845.2±24.42 
pg/ml; p=0.0002), (Obr. 3.12.). S100A4 má navíc významně silnější prozánětlivý efekt ve 
srovnání s dalšími studovanými prozánětlivými S100 proteiny, jako jsou S100A8 (p<0.05 pro 
všechny sledované cytokiny) nebo S100A12 (p<0.001 pro IL-1β a IL-6; p<0.01 pro TNFα), 
(Obr. 3.12.).  
 
 
Obr. 3.12. Zvýšená produkce TNFα, IL-1β a IL-6 u S100A4 stimulovaných PBMCs od 
pacientů s RA oproti zdravým kontrolám. Produkce cytokinů mononukleárními buňkami je 
signifikantně vyšší po indukci S100A4 proteinem ve srovnání se stimulací prozánětlivými 
S100A8 a S100A12 proteiny. Výsledky jsou vyjádřeny jako průměr a SEM, * p<0.05; ** 
p<0.01; + p<0.001. 
 
Vliv extracelulárního a intracelulárního S100A4 na prozánětlivou reakci CD3+ 
lymfocytů 
CD3+ lymfocyty izolované od pacientů s RA (n=5) a vystavené vlivu S100A4 multimeru 
signifikantně zvyšují produkci prozánětlivých cytokinů TNFα (11.06±2.37 vs. 30.05±4.24 
pg/ml; p=0.0043), IL-1β (1.02±0.16 vs. 22.92±0.75 pg/ml; p=0.0022) a IL-6 (2.06±0.72 vs. 
43.09±1.40 pg/ml; p=0.0022) ve srovnání s nestimulovanými buňkami (Obr. 3.13. A). 
Význam intracelulárního S100A4 pro regulaci zánětu byl hodnocen pomocí utlumení exprese 
genu pro S100A4. V CD3+ lymfocytech s utlumeným genem pro S100A4 došlo ke sníţení 
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exprese prozánětlivých cytokinů TNFα (o 43%; p=0.025), IL-1β (o 73%; p=0.0009) a IL-6 (o 
72%; p=0.0001) (Obr. 3.13.B). Nicméně na proteinové úrovni nedošlo k významným změnám 
v produkci cytokinů u buněk s utlumenou expresí S100A4 genu. 
 
Obr. 3.13. CD3+ lymfocyty produkují signifikantně vyšší hladiny TNFα, IL-1β a IL-6  po 
ovlivnění S100A4 proteinem oproti nestimulovaným kontrolním buňkám (A). Utlumení 
S100A4 genu sníţilo expresi prozánětlivých cytokinů CD3+ lymfocyty (B). Data jsou 
vyjádřena jako průměr a SEM, * p<0.05; ** p<0.01; + p<0.001. 
 
S100A4 indukovaná zánětlivá odpověď je zprostředkována prostřednictvím receptoru 
TLR-4 a aktivace NFkB, p38 a erk1/2 kináz 
Současné práce ukazují, ţe některé S100 proteiny indukují zánětlivou reakci v buňkách 
prostřednictvím receptorů RAGE nebo TLR-4. V naší studii aplikace protilátky proti 
receptoru RAGE nebo pouţití jeho alternativního ligandu AGE-BSA u PBMCs 
stimulovaných S100A4 proteinem nevedla k poklesu produkce prozánětlivých cytokinů a 
tudíţ lze usuzovat, ţe RAGE není klíčovým receptorem pro S100A4 a jím indukovanou 
imunitní reakci v mononukleárních buňkách (Obr. 3.14. D). Naopak, pouţití protilátky proti 
receptoru TLR-4 před vlastní stimulací S100A4 proteinem vedla k signifikantnímu poklesu 
produkce prozánětlivých cytokinů mononukleárními buňkami: pokles hladiny TNFα o 44.9% 
(z 876.0±72.47 na 482.8±68.04 pg/ml, p=0.02), IL-1β o 22.8% (z 128.1±4.86 na 98.95±7.94 
pg/ml p=0.02) a IL-6 o 54.7% (z 823.3±31.67 na 372.7±79.16 pg/ml, p=0.008), (Obr. 3.14. A-
C). Podobně, inhibice adaptorového proteinu MyD88 u S100A4 stimulovaných buněk, jehoţ 
homodimerizace je nezbytná pro zánětlivou singalizaci TLR-4 receptoru, způsobila významný 
pokles produkce cytokinů: pokles hladiny TNFα o 89.5% (z 876.0±72.47 na 91.76±33.08 
pg/ml, p=0.01), IL-1β o 90.1% (z 128.1±4.86 na 12.7±4.76 pg/ml p=0.02) a IL-6 o 91.4% (z 
823.3±31.67 na 71.0±10.60 pg/ml, p=0.02), (Obr. 3.14. A-C). Při studiu S100A4 signalizace 
jsme se zaměřili na stanovení hladin TNFα u S100A4 stimulovaných buněk s inhibovaným 
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transkripčním faktorem NFkB a kinázami erk1/2, p38 a jnk. Signifikantní sníţení hladin 
TNFα jsme pozorovali u vzorků s inhibovaným NFkB (n=5) o 71.6% (z 763.5±80.61 na 
216.6±83.53 pg/ml, p=0.0011), p38 kinázou (n=8) o 58.7% (z 825.6±96.83 na 341.2±65.90 
pg/ml, p=0.019) a erk1/2 kinázou (n=8) o 35.1% (z 825.6±96.83 na 536.0±74.46 pg/ml, 
p=0.0379), (Obr. 3.15. A-C). Vyblokování jnk kinázy (n=8) neovlivnilo hladiny TNFα 
cytokinu uvolňovaného S100A4 stimulovanými mononukleárními buňkami (z 825.6±96.83 
na 868.5±160.5 pg/ml, p=NS), (Obr. 3.15.D). 
 
Obr. 3.14. Vyblokování TLR-4 receptoru a MyD88 proteinu vedlo k ultumení sekrece 
cytokinů TNFα (A), IL-1β (B), IL-6 (C) u S100A4 stimulovaných PBMCs. Aplikace 
protilátky proti receptoru RAGE nebo pouţití jeho alternativního ligandu AGE-BSA u 
PBMCs stimulovaných S100A4 proteinem nevedla k poklesu produkce prozánětlivých 
cytokinů (D). Data jsou vyjádřena jako průměr a SEM, *p<0.05;**p<0.01. 
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Obr. 3.15. Inhibice NFkB, p38, erk1/erk2 vedla k signifikantnímu ultumení sekrece cytokinů 
TNFα (A-C), zatímco inhibice jnk MAP kinázy (D) neměla na produkci TNFα u S100A4 
stimulovaných PBMCs vliv ţádný. Data jsou vyjádřena jako průměr, *p<0.05. 
 
4 DISKUSE 
4.1 Význam S100 proteinů u revmatických onemocnění 
Protein S100A4 byl původně popsán jako regulační molekula progrese některých nádorových 
onemocnění, nicméně současné studie dokumentují jeho význam v patogenezi zánětlivých 
onemocnění (Šenolt L. 2006; Klingelhöfer J. 2007; Zibert J.R. 2010). V naší práci zaměřené 
na hodnocení systémových hladin S100A4 a jejich změn v průběhu biologické léčby jsme 
odhalili významnou asociaci plazmatických hladin S100A4 proteinu s aktivitou RA u 
pacientů před léčbou. Podobná korelace s aktivitou RA, ale také s autoprotilátkami a C 
reaktivním proteinem (CRP) byla dokumentována i pro další prozánětlivé S100 proteiny 
S100A8/9 a S100A12 (Foell D. et al., 2003; Wulffraat N.M. et al., 2003; Hammer H.B. et al., 
2010). S100A4 nemá prokazatelný vztah k autoprotilátkám ani k CRP, a proto se domníváme, 
ţe zvýšené hladiny S100A4 v plazmě odráţejí aktivitu RA spíše neţ aktivaci imunitní 
odpovědi a zánět. Na rozdíl od výše zmíněných S100 proteinů (Foell D. et al., 2004; 
Wittkowski H. et al., 2007; De Rycke L. et al., 2005), hladina celkového S100A4 v plazmě 
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nebyla ovlivněna aplikací biologické léčby. Několik studií přineslo důkaz o existenci 
intracelulárního S100A4 v podobě inaktivní formy dimeru a extracelulární biologicky aktivní 
multimerní formy S100A4 (Novitskaya V. et al., 2000; Ornas M. et al., 2004). Separací 
dimerní a multimerní formy proteinu v plazmě pacientů jsme odhalili, ţe aplikace 
adalimumabu po dobu 12 týdnů vede k poklesu hladin S100A4 multimerů ve prospěch 
dimerní formy. Vzhledem k prokázaným vlastnostem S100A4 multimerů (Novitskaya V. et 
al., 2000; Ornas M. et al., 2004; Šenolt L. et al., 2006; Klingelhöfer J. et al., 2007) 
předpokládáme, ţe sníţení hladiny multimerů je spojeno s poklesem aktivity choroby u 
pacientů na TNFα blokující terapii. Dále jsme zjistili, ţe monocyty ovlivněné S100A4 
multimerem zvýšeně uvolňují TNFα. Naopak, v souladu s prací na nádorových buňkách 
(Devoogdt N. et al., 2006), TNFα neovlivňuje expresi S100A4 mRNA v RA synoviálních 
fibroblastech (nepublikovaná data). Na základě našich výsledků se tak domníváme, ţe 
S100A4 je u pacientů s RA regulován nezávisle na TNFα, a formace či rozpad biologicky 
aktivních multimerních forem S100A4 jsou asociovány s aktivitou onemocnění.  
 
V současnosti existuje několik studií dokumentujících vliv S100A4 proteinu na regulaci 
zánětu a tkáňových fibrotických změn (Schneider M. et al., 2008). Naše výsledky ukazují, ţe 
u pacientů s idiopatickými zánětlivými myopatiemi (polymyositida a dermatomyositida) je 
S100A4 protein významně exprimován ve svalové tkáni, a to především v buňkách 
zánětlivého infiltrátu a v některých regenerujících svalových vláknech. Obdobná distribuce 
S100A4 proteinu je charakteristická pro zánětlivou tkáň pacientů s RA a psoriázou (Šenolt L. 
et al., 2006; Klingelhöfer J. et al., 2007; Zibert J.R. et al., 2010). Podobně jako v případě 
S100A8 a S100A9 (Seeliger S. et al., 2003), se protein S100A4 hojně vyskytuje v 
mononukleárních buňkách infiltrátů obklopujících nekrotická svalová vlákna u pacientů s 
myositiou. Expresi S100A4 jsme pozorovali i v regenerujících svalových vláknech a lze tak 
usuzovat na jeho schopnost podporovat regeneraci a přeţití buněk. Tuto úvahu podporuje 
nedávná práce (Schneider M. et al., 2007), ve které autoři pozorovali zvýšenou produkci 
S100A4 u myocytů infarktové zóny oproti normálním myocytům. Uvolňování S100A4 v 
místě zánětu u různých onemocnění (Šenolt L. et al., 2006; Klingelhöfer J. et al., 2007; Zibert 
J.R. et al., 2010) můţe být stimulováno přítomností některých prozánětlivých cytokinů 
(Yammani R.R. et al., 2009). S100A4 uvolněný z buněk v místě zánětu se nejčastěji vyskytuje 
ve své biologicky aktivní multimerní formě a má vlastnosti podobné cytokinům (Novitskaya 
V. et al., 2000; Schmidt-Hansen B. et al., 2004). Přestoţe se S100A4 hojně vyskytuje v okolí 
nekrotických svalových vláken, in vitro experimenty neprokázaly jeho vliv na expresi 
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pro/anti- apoptotických molekul Bax a Bcl2 mononukleárními buňkami nebo myocyty, ani na 
regulaci apoptózy indukované perforin/granzyme B systémem. Zjistili jsme ale, ţe S100A4 
indukuje produkci prozánětlivých cytokinů IL-1β, IL-6 a TNFα v mononukleárních buňkách, 
ale ne v myocytech. Příčinou aktivace mononukleárních buněk a ne myocytů můţe být 
přítomnost receptoru TLR-4, který u myocytů chybí (Kim G.T. et al., 2010). Naše současné 
výsledky naznačují, ţe receptor TLR-4 by mohl být jedním ze zprostředkovatelů 
prozánětlivého efektu S100A4 (viz kapitola 3.2.). Z těchto poznatků lze usuzovat, ţe se 
S100A4 protein v myositickém svalu podílí na poškození svalových vláken nepřímo, a to 
prostřednictvím aktivace mononukleárních buněk a zanětlivé odpovědi. 
 
V rámci rodiny S100 rozlišujeme skupinu S100A8/9 a S100A12 proteinů, tzv. S100 alarminů, 
prozánětlivých proteinů, které se hojně vyskytují u etablované RA (Youssef P. et al., 1999; 
Foell D. et al., 2003; Sunahori K. et al., 2006). Naše výsledky ukazují zvýšené sérové hladiny 
S100A8/9 a S100A12 u pacientů s časnou fází RA. V minulosti byly dokumentovány zvýšené 
koncentrace těchto proteinů v cirkulaci u pacientů s etablovanou RA (Youssef P. et al., 1999; 
Foell D. et al., 2003; Sunahori et al., 2006) a jejich pokles po aplikaci různých 
protizánětlivých přípravků (Foell D. et al., 2004; Wittkowski H. et al., 2007). V souladu s 
těmito daty jsme u pacientů s časnou RA léčených konvenční antirevmatickou terapií 
pozorovali pokles sérových hladin S100A8/9 a S100A12 na úroveň hladin zdravých jedinců. 
Námi prokázané zvýšené hladiny sérových S100A8/9 a S100A12 proteinů u pacientů s 
časnou RA jsou v souladu s daty u pacientů s etablovanou chorobou (Bovin L.F. et al., 2004; 
de Seny D. et al., 2008), a lze tak usuzovat, ţe oba S100 proteiny by mohly být v časné fázi 
onemocnění regulovány společně. Podobně jako u etablované RA (Foell D. et al., 2003; 
Hammer H.B. et al., 2007, 2008, 2010), tak i u pacientů s časnou RA mají S100A8/9 a 
S100A12 proteiny pozitivní vztah ke klinickým a laboratorním markerům aktivity, přičemţ 
asociace je statisticky významnější pro S100A8/9. Vyšší hladiny S100A8/9 před léčbou 
predikují pokles CRP a redukci počtu oteklých kloubů v čase. Pokles hladin S100A8/9 navíc 
koreluje s klinickým a laboratorním zlepšením v čase. Podrobnější statistická analýza ale 
ukázala, ţe S100A8/9 nelze povaţovat za významnější biomarker onemocnění neţ je v 
současnosti CRP. Navíc hladiny CRP i S100A8/9 jsou pouze slabými faktory 
předpovídajícími počet oteklých kloubů před léčbou. Nicméně změny hladin S100A8/9, ale 
ne CRP, korelovaly se změnami v počtu oteklých kloubů. Vzhledem k tomu, ţe S100A8/9 a 
S100A12 jsou tvořeny aktivovanými buňkami synoviální membrány a odtud přecházejí do 
krevního řečiště (Foell D. et al., 2003; Sunahori K. et al., 2006), mohou být povaţovány za 
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vhodné markery pro hodnocení lokálního zánětu v kloubu. Naše výsledky překvapivě 
neprokázaly vztah S100 proteinů a autoprotilátek a jsou tak v rozporu s některými 
předchozími studiemi (Hammer H.B. et al., 2007; 2008; Chen Y.S. et al., 2009). To můţe být 
dáno tím, ţe v časné fázi onemocnění mají tyto proteiny spíše vztah k aktivitě onemocnění 
neţ k autoimunitní odpovědi. Nově byl S100A8/9 protein označen jako prediktor rentgenové 
progrese onemocnění u pacientů s etablovanou RA (Hammer H.B. et al., 2010). V souladu 
s tím tak výsledky naší studie ukazují, ţe pokles hladin S100A8/9 v čase je asociován 
s poklesem počtu oteklých kloubů a mohl by souviset s potlačením rozvoje kloubních 
destrukcí. Pro objasnění moţnosti vyuţití S100A8/9 jako markeru budoucího poškození 
kloubu je třeba dalších studií. 
 
4.2 Molekulární mechanismy S100A4 indukované imunitní odpovědi u pacientů 
s revmatoidní artritidou 
V současnosti je S100A4 protein podrobně studován s ohledem na jeho potenciální význam v 
zánětlivé odpovědi (Šenolt L. et al., 2006; Klingelhöfer J. et al., 2007; Zibert J.R. et al., 2010). 
S100A4 je exprimován zejména mononukleárními buňkami zánětlivého infiltrátu a 
rezidenčními buňkami v místě zánětu (Klingelhöfer J. et al., 2007; Zibert J.R. et al., 2010). Za 
indukci uvolnění S100A4 do extracelulárního prostoru jsou zodpovědné některé prozánětlivé 
cytokiny (Yammani R.R. et al., 2009). Studie na in vivo modelech ukazují, ţe extracelulární 
S100A4 protein je zodpovědný za stimulaci migrace myeloidních buněk do místa zánětu (Li 
et al., 2010) a tím progresi zánětlivého procesu. Naše výsledky dokumentují, ţe S100A4 
indukuje uvolňování prozánětlivých cytokinů RA mononukleárními buňkami a T lymfocyty, a 
tak se řadí mezi molekuly s imunoregulačními vlastnostmi. Prozánětlivý efekt S100A4 je 
překvapivě významně silnější ve srovnání s S100 alarminy, především v porovnání s 
S100A12. Naše dřívější studie dokumentují výraznější expresi S100A4 v RA synoviální tkáni 
oproti proteinům S100A9 a S100A12 (Klingelhöfer J.et al., 2007).  Domníváme se tedy, ţe v 
rámci S100 proteinů by S100A4 mohl být nejvýznamnějším prozánětlivým faktorem u RA. 
Nicméně role intracelulárního S100A4 v zánětu je zatím nejasná. Naše předběţné výsledky 
ukazují, ţe přestoţe utlumení genu pro S100A4 vede k poklesu exprese prozánětlivých 
cytokinů, nemá významný vliv na hladiny uvolněných cytokinů. Zde je třeba dalších 
experimentů zaměřených na stanovení hladin cytokinů v různých časových intervalech. 
Studiem molekulárních mechanismů jsme odhalili, ţe prozánětlivý efekt S100A4 proteinu u 
mononukleárních buněk je zčásti zprostředkován pomocí TLR-4 receptoru a ne vazbou na 
RAGE, jak bylo popsáno pro S100A12 protein (Hofmann M.A. et al., 1999). V souladu 
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s naším pozorováním je studie autorů Vogl T. et al., kteří zjistili, ţe S100A8/9 u monocytů 
indukuje tvorbu TNFα přes receptor TLR-4 (Vogl T. et al., 2007). Naše data ukazují, ţe 
vyblokování TLR-4 receptoru u S100A4 stimulovaných PBMCs vede k poklesu produkce 
cytokinů o 22-55%, zatímco blokování adaptorového proteinu MyD88 sníţí tvorbu cytokinů 
aţ o 90%. Signální dráhy většiny receptorů TLR rodiny, ale také receptoru pro IL1 (IL-1R), 
jsou závislé na adaptorovém proteinu MyD88 (Adachi O. et al., 1998), a proto předpokládáme 
moţnou asociaci i některého z těchto receptorů s S100A4 indukovaným zánětem. Podobně 
jako S100A8/9 protein u monocytů (Vogl T. et al., 2007), S100A4 indukuje TNFα u PBMCs 
prostřednictvím aktivace NFkB transkripčního faktoru a MAP kináz erk1/2 a p38. Z našich 
výsledků tedy vyplývá, ţe S100A4 protein má významné imunomodulační vlastnosti 
zprostředkované cestou TLR-4 receptoru a dalších zatím neznámých mechanismů, které 
budou předmětem našich dalších studií. 
 
5 ZÁVĚR 
Výsledky této práce umoţnily podrobněji charakterizovat S100A4 protein jako prozánětlivý 
cytokin ovlivňující imunitní odpověď a destrukci tkáně u RA, a poprvé dokumentovat jeho 
význam v patogenezi idiopatických zánětlivých myopatií. Z klinického hlediska byl 
zhodnocen význam S100 alarminů v časné fázi revmatoidní artritidy. Naše výsledky tak 
přispívají k lepšímu pochopení patogeneze revmatických onemocnění a mohou se částečně 
podílet na posunu v oblasti prognostických markerů a moţném objevení nového cíle pro 
budoucí léčebné ovlivnění autoimunitních onemocnění. 
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6 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
ACPA  anti-citrullinated protein antibodies 
ADAMTs adisintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 
AGE-BSA advanced glycation end product-modified bovine serum albumin 
AZT  azidothymidine 
bax  Bcl-2–associated X protein   
bcl2  B-cell lymphoma 2 
COX2  cyklooxygenáza 2 
CRP  C reaktivní protein 
CTLA4 cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 
DAS28  disease activity score 28 
DM  dermatomyositida 
DMARD  disease-modifying antirheumatic drug 
EGF  epidermal growth factor 
ERK  extracellular-signal-regulated kinases 
EULAR  European Ligue Against Rheumatism 
FGF  fibroblast growth factor  
FW   sedimentace erytrocytů stanovena metodou podle Fåhraeuse-Westergrena 
GM-CSF  granulocyte-macrophage colony-stimulating-factor 
HDM2  human double minute-2 
HIV  human immunodeficiency virus 
HLA   histocompatibility antigen 
HSP  heat shock protein 
HTLV  human T-lymphotropic virus 
IBM  inclusion body myositis 
ICAM   intercellular adhesion molecule 1 
ICOS  inducible T-cell COStimulator 
IFNγ   interferon gama 
IL   interleukin 
IRF5  interferon regulační faktor 5 
IZM  idiopatické zánětlivé myopatie 
JIA  juvenile idiopathic arthritis 
jnk  c-Jun N-terminal kinase 
LFA-1  lymphocyte function-associated antigen 1 
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LPS   lipopolysacharid 
LTβ   lymphotoxin β 
MAC  membrane attack complement 
MAPK  mitogen-activated protein kinase 
MHC  major histocompatibility complex 
MMP   matrixová metaloproteináza 
MRP  myeloid related protein 
MTX  methotrexate 
NFkB  nuclear factor-kappaB 
NF-κB  nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 
OA   osteoartróza 
PADI4  peptidyl arginin deiminasa typu IV 
PBMCs peripheral blood mononuclear cells, periferní mononukleární buňky 
PM  polymmyositida 
pred  prednisone 
PTPN22  protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22 
RA   revmatoidní artritida 
RAGE  receptor for advanced glycation endproducts 
RANKL  receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand 
RASF   synoviální fibroblasty pacientů s revmatoidní artritidou 
RT-PCR  real time PCR, PCR v reálném čase 
SCL  sklerodermie   
SJC  swollen joints count 
STAT   signal transducer and activator of transcription 
TCR  T cell receptor 
TGF-β  transforming growth factor beta 
TIMP  tissue inhibitor of metalloproteinase 
TLR   toll-like receptor 
TNF  tumor necrosis factor, tumor nekrotizující faktor 
TRAF TNF  receptor-associated factor 
Treg   T regulační buňka 
VCAM  vascular cell adhesion molecule 1 
VLA-4  integrin alpha4beta1 (very late antigen 4) 
ZK   zdravá kontrola  
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